







Ginnalin B および アゾベンゼン誘導体の 
生物活性に関する研究 
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 本研究では、ヒトケラチノサイトである PHK 16-0b[15]を検討に用いた。PHK 
16-0b に対して ginnalin B が与える影響を、72 時間の処置後に画像を取得する






Figure 2．Ginnalin B がケラチノサイトの形態に与える影響 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B (100 µM) を 72 時間処置し、顕微鏡を用い






として keratin 10 と keratin 1 を、顆粒層の分化マーカーとして filaggrin を選択
し、それぞれの分化マーカーの mRNA発現に対して ginnalin Bおよび関連構造
を有する化合物が与える影響をリアルタイム PCR (polymerase chain reaction) を
用いた評価を行った。 
 
１）Ginnalin B が keratin 10および filaggrinに与える作用と評価時間の検討 
 本項では、形態学的評価によって分化への作用が示唆された ginnalin Bについ
て、分化マーカーの発現に与える影響および評価時間の最適化を行うために、
ginnalin B の処置濃度を 50 µMに固定し、有棘層の分化マーカーである keratin 
10と顆粒層の分化マーカーである filaggrinの発現を、ginnalin B 処置開始後 24, 
48, 72 時間の各時点において検討した。その結果、keratin 10, filaggrinの両分化
マーカーについて、ginnalin B 処置による mRNA発現量の増加が認められた。
また、各処置時間における評価では、keratin 10 については処置開始後 48時間
で最大の発現が認められ（Figure 3A）、filaggrinについては処置開始後 72 時間
で最大の発現が認められた（Figure 3B）。これらの検討により、ginnalin B は分





Figure 3．Ginnalin B が keratin 10, filaggrin の発現に与える作用の時間依存性 
ヒト表皮細胞PHK16-0bに ginnalin B (50 µM) を 24, 48, 72 時間処置し、keratin 10 
(A) および filaggrin (B) の mRNA発現を PCRによって評価した。値は平均値 ± 





 前項の検討で ginnalin B が分化マーカーの発現を促進する作用を有すること
が明らかとなったことを踏まえ、より詳細な検討を行うために、有棘層の分化
マーカーである ketatin 10 および keratin 1 の発現に対して与える影響を、25–
250 µM の各処置濃度について、48 時間の処置の後に評価した。その結果、前
項で発現促進効果が認められた keratin 10 のみならず、 keratin 1に関しても発
現促進効果が認められ、その効果は両者に対して 100 µMの処置において最大と
なり、それぞれ 1.75倍、2.86倍であった（Figure 4A and B）。 
 同様に、顆粒層の分化マーカーである filaggrin の発現に対して与える影響を、
25–250 µMの処置濃度について 72 時間の処置の後に評価した結果、filaggrin発
現の促進効果は、keratin 10 および keratin 1と同様に、100 µMの処置において





ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B (25–250 µM) を 48 時間処置し、keratin 10 
(A), keratin 1 (B) および filaggrin (C) の mRNA発現を PCRによって評価した。






 化学構造の面から ginnalin B の生物活性に関する知見を得るために、ginnalin 
B を含むカエデタンニン類の基本骨格である 1,5-anhydro-D-glucitol (1,5-AG)、
ginnalin B が有する galloyl基を構造が類似する他の置換基に置き換えた化合物、
そして、galloyl 基の置換位置を他の部分に変更した化合物について、それぞれ
が keratin 10の発現に与える作用について検討を行った（Figure 5）。各化合物の
処置濃度は 50 µMとし、処置時間を 24時間として評価を行った。 
 Ginnalin B処置によって keratin 10の発現量は 1.91 倍と増加した。これに対し、
基本骨格となる 1,5-AG では keratin 10 の発現を促進する効果が認められず
（1.08 倍）、galloyl基部分を benzoyl基や trimethoxy benzoyl基に置換した化合物
ではそれぞれ 1.23倍、1.28倍の増加と、ginnalin Bと比較して作用が減弱した。
置換位置の検討では、4位を galloyl基に置換したものが 1.71 倍、2位や 3位に
関してもそれぞれ 1.45 倍、1.19 倍と、いずれも増加傾向を示したが、6 位の置









Figure 6．Ginnalin B および関連化合物が keratin 10 の発現に与える作用 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B および関連化合物（50 µM）を 48 時間処
置し、keratin 10の mRNA発現を PCRによって評価した。値は平均値 ± 標準誤















 ヒト皮膚三次元モデルを 50 µM または 100 µMの ginnalin Bで 7 日間処置し
た結果、切片における keratin 10, filaggrin のタンパク質発現は、対照群ではそれ
ぞれ 32.5 %, 20.0 %であったが、50 µMの ginnalin B 処置ではそれぞれ 37.8 %, 
62.8 %に、100 µM の処置ではそれぞれ 54.0 %, 56.6 %に発現面積が増加した







ヒト皮膚三次元モデル EPI-212に ginnalin B (50, 100 µM) を 7 日間処置後に固定
して切片を作成し、keratin 10 (A) および filaggrin (B) のタンパク質発現面積率
を免疫組織化学法と画像解析によって評価した。値は平均値 ± 標準偏差で示し












（lactate dehydrogenase; LDH）を用いた評価である LDH法[19]、細胞核染色剤で




 ヒト表皮細胞 PHK 16-0bに 100 µMの ginnalin Bを処置し、処置開始時（0 時
間）、および 24, 48, 72, 96 時間後における細胞数をMTT法によって評価した。
その結果、処置開始後 72, 96 時間の各時点において、対照群と ginnalin B 処置
群の吸光度（細胞数に比例）に有意な差が認められた（Figure 8）。また、ginnalin 
B 処置群の吸光度は処置開始後 48 時間以降顕著な増加も減少も認められず、
一定の数値を保っていた。濃度依存性についても検討を行ったところ、12.5–100 





Figure 8．Ginnalin Bがヒト表皮細胞の増殖に与える作用 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B（100 µM）を処置し、処置開始時および 24, 
48, 72, 96 時間後の細胞数をMTT法によって評価した。値は平均値 ± 標準誤差





ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B（0–100 µM）を処置し、処置開始時および
24, 48, 72, 96 時間後の細胞数をMTT法によって評価した。値は平均値 ± 標準









 ヒト表皮細胞に 100 µMの ginnalin Bまたは 50 µMの colchicineを処置し、処
置開始後 24, 48, 72 時間後における逸脱酵素量を LDH法によって評価した。そ
の結果、細胞毒性を示す化合物である colchicine 処置群では LDH 量の増加が経
時的に認められたのに対し、ginnalin B 処置群では対照群を超える LDH 量を示
すことはなかった（Figure 10）。 
 さらに、アポトーシスが生じている可能性を検討するために細胞核染色剤で












Figure 10．Ginnalin Bの細胞傷害性 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B（100 µM）および colchicine（50 µM）を処
置し、24, 48, 72 時間後における逸脱した LDH量を評価した。値は平均値 ± 標




Figure 11．Ginnalin Bが細胞核の形態に与える作用 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B（100 µM）および colchicine（50 µM）を処
置し、48 時間後に hoechst 33342 を用いて核染色を行って形態を評価した。ス









 ヒト表皮細胞を 100 µMの ginnalin Bで 48 時間処置し、propidium iodide染色
の後にフローサイトメーターを用いて分析したところ、G0/G1期の細胞数が対照
群では 53 % であったのに対して、ginnalin B 処置群では 66 % に増加した






Figure 12．Ginnalin Bがヒト表皮細胞の細胞周期に与える作用 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B（100 µM）を 48 時間処置し、各細胞周期
の割合をフローサイトメトリーによって評価した。値は平均値 ± 標準誤差で示
した（n = 3）。 
  
22 
２）p21、cyclin D1, cyclin Eの発現に与える作用の検討 
 前項の検討により、ginnalin B が示す増殖停止において G0/G1期での細胞周期
停止が認められた。これに続き、G0/G1期停止に関与する因子の発現に与える作
用を評価することとした。本検討では、G0/G1期の停止に関わる因子として p21




回の評価対象とした。また、cyclin D1は CDK4または CDK6と、cyclin Eは CDK 
2 と複合体を形成し、G1期から S 期への進行を生じさせる役割を果たしており
[26,27]、ginnalin Bによる G0/G1期停止との相関性を検討する目的で評価対象に選
定した。このような点を踏まえ、これらの因子の発現に対して ginnalin B が与
える作用について、gel-free Simple WesternTM system[28]（以下 Simple Westernと表
記する）によるタンパク質レベルおよび PCRによる遺伝子レベルの評価をそれ
ぞれ行なった。 
 Simple Western法によるタンパク質発現の評価では、p21の発現が ginnalin B







Figure 13．Ginnalin B が G0/G1停止に関連する因子の発現に与える作用 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B（0–100 µM）を 72 時間処置し、p21, cyclin 
D1, cyclin E, そしてGAPDHのタンパク質発現量を Simple Western法で評価した 
(A)。 p21 の mRNA発現量は PCRを用いて評価した (B)。(B) の値は平均値 ± 













させ、cyclin D1および cyclin Eの発現を低下させることが報告されている[30]。
またこれらの増殖停止に関わる因子のみならず、分化に関連する keratin 10 や
keratin 1の発現上昇にも関与することが報告されており[31]、皮膚分化に重要な役
割を果たす因子である。これらを踏まえ、NOTCH1 の発現に対して ginnalin B







Figure 14．Ginnalin B が NOTCH1の発現に与える作用 
ヒト表皮細胞 PHK16-0bに ginnalin B（50, 100 µM）を 72 時間処置し、NOTCH1 
および GAPDHのタンパク質発現量を Simple Western法で評価した (A)。 
NOTCH1 の mRNA発現量は PCRを用いて評価した (B)。(B) の値は平均値 ± 














































・ Ginnalin B はヒト表皮の分化マーカーである keratin 10, keratin 1, そして
filaggrinの発現を上昇させ、皮膚分化を促進させる 
・ Ginnalin B による keratin 10および filaggrinの発現促進作用は単層培養細胞
のみではなくヒト皮膚三次元モデルにおいても認められる 
・ Ginnalin B は p21の発現上昇および cyclin D1と cyclin Eの発現低下をそれ
ぞれ生じさせ、細胞周期を G0/G1期で停止させる 















り分譲を受けた。PHK16-0bは Keratinocyte Basal Medium 500 mL に対して BPE 
(bovine pituitary extract) 2.0 mL, EGF (epidermal growth factor) 0.5 mL, Insulin 0.5 
mL, hydrocortisone 0.5 mL, GA-1000 (gentamicin, amphotericin-B) 0.5 mL, 
epinephrine 0.25 mL, transferrin 0.5 mLを添加した培地を用いて培養を行なった。
上記の培地および添加因子は、Lonza (Basel, Switzerland) より購入したものを用
いた。全ての培養は、37 °Cかつ 5 % CO2 条件に設定した CO2インキュベータ
ー（MCO-175M, SANYO, Tokyo, Japan）内で実施した。 
 細胞の洗浄には、Ca2+およびMg2+をどちらも含まない phosphate buffered saline 
(PBS) を用いた。PBS は蒸留水 1 L中に KCl 5 g, KH2PO4 5 g, NaH2PO4 28.8 g, お
よび NaCl 200 g を含む PBS (25×)を調製し、それを蒸留水で 25倍希釈すること
によって調整した。PBSの調製に用いた試薬は FUJIFILM WAKO Pure Chemical 
(Osaka, Japan)より購入した。 
５－３．形態学的評価 
 96 ウェルプレートに PHK16-0bを 2×103 cells/well の密度で播種し、インキュ
ベーター内で 24 時間前培養した。前培養終了後、ginnalin B を終濃度が 100 µM
となるように添加し、72 時間培養を行なった。培養終了後、倒立顕微鏡 BZ-8000 
(KEYENCE Corporation, Osaka, JAPAN) を用いて画像を取得した。 
５－４．Real time RT-PCRによる遺伝子発現の評価 
 96 ウェルプレートに PHK16-0bを 5×104 cells/well の密度で播種し、インキュ
ベーター内で 24 時間前培養した。前培養終了後、被験化合物を添加し、所定の
時間インキュベーター内で培養を行なった。被験化合物は蒸留水で溶解させ、
0.2 µm のフィルターを用いた濾過滅菌を行なった後に用いた。 
30 
 培養終了後に PBSを用いて細胞を洗浄し、NucleoSpin RNA Plus (Takara-Bio Inc, 
Shiga, Japan) を用いて total RNAの精製を行なった。Real time RT-PCRはOne Step 
TB Green PrimeScript PLUS RT-PCR Kit (Takara-Bio Inc, Shiga, Japan) および 
Mx3000P (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) を用いて実施した。標的とした




Forward 5’- GACTCTCAGGGTCGAAAACGG - 3’ 
Reverse  5’- GCGGATTAGGGCTTCCTCTT - 3’ 
２）Keratin 10 
Forward 5’- GTCCCAACTGGCCTTGAAAACAATC - 3’ 
Reverse  5’- AGTATTCTGGCACTCGGTTTCAGC - 3’ 
３）Keratin 1 
Forward 5’- ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC - 3’ 
Reverse  5’- CTGATGGACTGCTGCAAGTT - 3’ 
４）Filaggrin 
Forward 5’- CACAAGATTCTGCGTATCACTCAGG - 3’ 
Reverse  5’- GCCTTTCAGTGCCCTCAGATTG - 3’ 
５）NOTCH1 
Forward 5’- AAGCTGCATCCAGAGGCAAAC - 3’ 
Reverse  5’- TGGCATACACACTCCGAGAACAC - 3’ 
６）GAPDH 
Forward 5’- CATGAGAAGTATGACAACAGCCT - 3’ 




 培養細胞による単層での評価に加えて、皮膚に類似した層構造を有する 3 次
元皮膚モデルを用いた評価を行った。3 次元皮膚モデルは EpiDerm Skin Model 
EPI-212 (MatTek Corporation, MA, USA)を用いた。3次元皮膚モデルの培養は、
EPI-100-NMM hydrocortisone-free maintenance medium (MatTek Corporation, MA, 
USA)を用いて、37 °C かつ 5 % CO2 条件に設定した CO2 インキュベーター
（MCO-175M, SANYO, Tokyo, Japan）内で行った。 
 3次元皮膚モデルは、ginnalin B (5) を 100 µMとなるように溶解させた培地中
で 7 日間培養を行った。培養終了後、3次元皮膚モデルは 4 % paraformaldehyde 





 細胞生存率と増殖能は 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) 法を用いて評価した。被験化合物は、dimethyl sulfoxide (DMSO; 
FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) に溶解させて使用した。96ウェル
プレートに PHK16-0bを 2×103 cells/well の密度で播種し、インキュベーター内
で 24時間前培養した。前培養終了後、サンプルを種々の濃度で溶解させた培地
を添加し、インキュベーター内で任意の時間（24, 48, 72, 96 時間）培養した。
このとき、サンプルの代わりに溶媒を添加した群をコントロールとし、サンプ
ルの代わりに溶媒を添加してMTTを添加しなかった群をブランクとした。 
培養終了後、PBS を用いて 2.0 mg/mL に調製した MTT（Dojindo Laboratories, 
Kumamoto, Japan）を各 wellに 20 µLずつ添加して、インキュベーター内で 4時
間呈色反応させた。反応終了後、各ウェルの培地を吸引除去し、DMSO 200 µL を
加えてホルマザンを溶解させて、540 nm における吸光度を測定した。測定には
FilterMax F5（Molecular Devices, San Jose, CA, USA）を使用した。 
 各測定点におけるコントロールを生存率 100 %としたとき、サンプル処置群の
細胞生存率は以下の式に基づいて算出した。 
32 
細胞生存率 [%] = [(A サンプル − A ブランク)/(A コントロール − A ブランク)] × 100 
 上式において、Aは 540 nm における吸光度を、添字はそれぞれがサンプル添
加、コントロール、あるいはブランクの吸光度であることを示している。測定






（ lactate dehydrogenase; LDH）を Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST（Dojindo 
Laboratories, Kumamoto, Japan）を用いて評価した。 
 96ウェルプレートに PHK16-0bを 2×103 cells/well の密度で播種し、インキュ
ベーター内で 24 時間前培養した。前培養終了後、ginnalin B (100 µM) または





細胞を播種していない wellに、サンプルを溶解させた培地を 200 µL加え、同様
にインキュベーションを実施したものを試薬入りブランク群として準備した。 
 培養終了後、各wellより培養上清 100 µLを回収し、そこにWorking Solution 100 
µLを添加して室温で 30 分間呈色反応させた。反応終了後、Stop Solution 50 µL
を加えて呈色反応を停止させ、490 nmにおける吸光度を FilterMax F5（Molecular 
Devices, San Jose, CA, USA）を使用して測定した。 
  
33 
５－８．Hoechst 33342 を用いた細胞核の形態評価 
 6 ウェルプレートに PHK16-0bを 5×104 cells/well の密度で播種し、インキュ
ベーター内で 24 時間前培養した。前培養終了後、ginnalin B または colchicine
（FUJIFILM WAKO Pure Chemical, Osaka, Japan）を終濃度が 100 µMとなるよう
に溶解させた培地 2 mLに交換し、インキュベーター内で 48 時間培養した。培
養終了後、trypsin-EDTA (FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) を用いて
細胞を回収した。PBS で 2 回洗浄し、Hoechst 33342 (Dojindo Laboratories, 
Kumamoto, Japan) を終濃度が 4 µg/mL となるように添加し、遮光した上で 30 
分室温で染色を行った。細胞核の蛍光観察は、蛍光顕微鏡 BX-61および CCDカ
メラ DP70 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan)で行い、取得した画像は Image 
J[34] で処理を実施した。 
５－９．フローサイトメトリーによる細胞周期の評価 
 PHK16-0bは 100 µM の ginnalin Bの存在および非存在下で 48 時間培養を行
い、trypsin-EDTA (FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) を用いて回収し
た。2 %の BSを含む PBS（PBS-BS）で 2回洗浄を行った。その後、−20 °Cで予
冷した 70 % ethanol（FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan）を加えて、
−20 °Cで一晩固定した。固定した細胞は、PBS-BSで 2回洗浄を行い、0.25 mg/mL 
RNase（Nacalai Tesque Inc, Kyoto, Japan）溶液で再懸濁の後、37 °Cで 15分反応
させた。反応終了後、propidium iodide (PI; FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, 
Japan) を終濃度が 50 µg/mLとなるように加え、4 °C、遮光条件下で 30分染色
した。染色終了後、サンプルは測定直前に 35 µm ナイロンメッシュ（Corning, NY, 
USA）を通して測定に供した。測定および解析は FACS CantoII およびFACSDiva
（version 6.1.2; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA）を用いて行った。 
５－１０．gel-free Simple WesternTM systemによるタンパク質発現の評価 
 本研究では、タンパク質発現の評価はキャピラリー電気泳動による全自動ウ
エスタンブロットのための機器である Wes および gel-free Simple WesternTM 





イセートとした。ライセートはタンパク質濃度を決定後 100 µg/mL となるよう
に Sample buffer で希釈を行い、5× Fluorescent Master Mixと 4:1の比率で混合さ
せた後に 95 °Cで 5分間処理した。以下、製品のプロトコールに沿って 
反応および検出を行なった。使用した一次抗体と希釈倍率を以下に示す。 
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) 社製の抗体 
p21: anti-p21 Waf1/Cip1 (12D1), Rabbit, 1:200 
cyclin D1: anti-cyclin D1, Rabbit, 1:10 
cyclin E: anti-cyclin E, Rabbit, 1:10 
Abcam (Cambridge, UK) 社製の抗体 
NOTCH1: anti-NOTCH1 [EP1238Y], Rabbit, 1:500 
画像の取得および解析は Compass for Simple Western (ver.3.1.7, Protein Simple, 







  我が国におけるがん罹患数および死亡数は年々増加している。2020 年 11 月
現在、国立がん研究センターは「最新がん統計」のなかで、男女ともに 2人に 1






ている。その代表例に膵臓がんが挙げられる[38]。膵臓がんの相対 5 年生存率は 
8.5 % と、部位別の数値としては最も低い（Figure 15A）。これは我が国に限っ
たことではなく、全世界での 5年生存率も約 9 % と報告されており[39]、世界的
に治療成績が不良である。さらに、統計値が公表されている 1993 年から 2011 










































B) 相対 5 年生存率の推移 


















A) 部位別相対 5 年生存率（2009年～2011年診断例） 






















































 まず、今日の臨床で用いられている抗悪性腫瘍薬である gemcitabine および
5-fluorouracil の栄養飢餓条件における抗がん活性をヒト膵臓がん細胞株である
PANC-1[56]を用いて検討した結果、どちらの化合物も抗がん活性を示さなかった













ヒト膵臓がん細胞 PANC-1を通常培地または栄養飢餓培地で gemcitabine (A) ま
たは 5-fluorouracil (B) を 72 時間処置し、細胞生存率をMTT法で評価した。値






Table 1． アゾベンゼン誘導体（1–14）および既存薬（5-FU, GEM）が栄養飢餓
条件で示す抗がん活性 
 
No. IC50 [µM] 
1 > 80 
2 > 80 
3 > 80 
4 > 80 
5 > 80 
6 > 80 
7 > 80 
8 > 80 
9 4.1 ± 0.3 
10 > 80 
11 1.5 ± 0.1 
12 3.6 ± 0.5 
13 5.4 ± 0.8 
14 9.6 ± 0.1 
5-FU > 200 
GEM > 200 
処置時間：24 時間、値は平均値 ± 標準誤差で示した（n = 3）。 




 抗悪性腫瘍薬を用いた治療において、骨髄抑制などの副作用は患者の QOL 













１）膵臓がん細胞株 PANC-1を用いた検討  




した（IC50 = 7.1–16.9 µM）。これらの化合物は、既存薬である gemcitabine（IC50 = 
23.5 µM）を上回る強力な細胞毒性を示した。それに対し、化合物 9 は富栄養状
態における細胞毒性が認められず（IC50 > 80 µM）、栄養飢餓条件選択的な抗が










72 h 24 h 
9 > 80 4.1 ± 0.3 
11 7.1 ± 0.3 1.5 ± 0.1 
12 14.3 ± 1.3 3.6 ± 0.5 
13 16.9 ± 0.4 5.4 ± 0.8 
14 7.7 ± 0.4 9.6 ± 0.1 
5-FU 3.2 ± 0.3 > 200 
GEM 23.5 ± 3.1 > 200 
値は平均値 ± 標準誤差で示した（n = 3） 




２）正常細胞株 GM05659を用いた検討  
 前項で富栄養状態において PANC-1に細胞毒性を示さなかった化合物 9 につ
いて、正常細胞を用いて富栄養状態における作用をより詳細に検討した。比較
対象として、栄養飢餓条件と富栄養条件の両者で最も強力な細胞毒性を示した
化合物 11、そして既存薬である gemcitabineと 5-fluorouracilを選択した。これら












ヒト正常線維芽細胞 GM05659に通常培地条件下で 10または 20 µMの化合物 9, 
化合物 11、5-fluorouracil (5-FU)、gemcitabine (GEM) を 72 時間処置し、細胞生
存率をMTT法で評価した。値は平均値 ± 標準誤差で示した（n = 3）。 




Figure 19．化合物 9 は栄養飢餓選択的な抗がん活性を示す 
ヒト膵臓がん細胞 PANC-1またはヒト正常細胞GM05659に対して 20 µMの化合
物 9 を 24 時間（膵臓がん・栄養飢餓条件）または 72 時間（富栄養条件）処















討を行った。栄養飢餓条件下で各化合物 5 µM で 24 時間処置した細胞を
propidium iodide 染色の後にフローサイトメトリーで分析したところ、化合物 9, 
11, 12 処置群ではG0/G1期の細胞の割合が対照群と比較して増加し（各 125, 121, 








PANC-1に対して化合物 9, 11–14 (5 µM) を栄養飢餓条件下で 24 時間処置し、
各細胞周期の割合をフローサイトメトリーによって評価した。値は平均値 ± 標






置群では 20 µMにおいて G0/G1期の細胞の割合を増加させた（111–126 %）のに
対し、化合物 9 処置群では 100 µMにおいても細胞周期の変動は認められなか
った（Figure 21）。 








PANC-1に対して化合物 9 (100 µM) および化合物 11–14 (20 µM) を富栄養条件
下で 24 時間処置し、各細胞周期の割合をフローサイトメトリーによって評価し





Figure 22．化合物 9 は栄養飢餓条件選択的に G0/G1期停止を生じさせる 






















Figure 23．血清またはグルコース添加が化合物 9 の作用に与える影響 
ヒト膵臓がん細胞 PANC-1に対して 2.5, 5, 10 µMの化合物 9 を栄養飢餓条件
（A）、グルコース添加条件（B）、血清添加条件（C）で 24 時間処置し、細胞生




















は既存薬にはない活性を示し（IC50 = 1.5 µM）、さらに、富栄養条件では既存薬















































・ 化合物 9 は栄養飢餓条件選択的に G0/G1 期停止を生じさせる 














 実験に用いたアゾベンゼン誘導体は、今堀 龍志 博士（東京理科大学工学部）
から提供されたものを用いた。 
５－２．細胞培養 
 ヒト膵臓がん由来細胞株 PANC-1 は、倉島 由紀子 博士（北陸大学薬学部）
から供与を受けた。PANC-1 は Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM; 
FUJIFILM WAKO Pure Chemical, Osaka, Japan) に heat-inactivated bovine serum
（BS; Thermo Fischer Scientific, MA, USA, 終濃度 10 %）、non-essential amino 
acids（FUJIFILM WAKO Pure Chemical, Osaka, Japan）、penicillin-streptomycin
（Thermo Fischer Scientific, MA, USA, 各終濃度 100 U/mL, 100 µg/mL）を添加し
た培地を用いて培養を行なった。 
 正常細胞として使用したヒト皮膚由来線維芽細胞株 GM05659 は、Coriell 
Institute for Medical Research (Camden, NJ, USA) より購入した。GM05659 は
Eagle's minimum essential medium (EMEM; FUJIFILM WAKO Pure Chemical, Osaka, 
Japan) に heat-inactivated bovine serum（BS; Thermo Fischer Scientific, MA, USA, 終
濃度 15 %）、および penicillin-streptomycin（Thermo Fischer Scientific, MA, USA, 
各終濃度 100 U/mL, 100 µg/mL）を添加した培地を用いて培養を行なった。 
 全ての培養は、37 °C かつ 5 % CO2 条件に設定した CO2インキュベーター
（MCO-175M, SANYO, Tokyo, Japan）内で実施した。細胞の洗浄には、Ca2+およ
びMg2+をどちらも含まない phosphate buffered saline (PBS) を用いた。PBS は蒸
留水 1 L中に KCl 5 g, KH2PO4 5 g, NaH2PO4 28.8 g, および NaCl 200 g を含む
PBS (25×)を調製し、それを蒸留水で 25倍希釈することによって調整した。PBS










終濃度となるように heat-inactivated bovine serum（BS; Thermo Fischer Scientific, 
MA, USA, 終濃度  10 %) または  D-glucose solution (FUJIFILM WAKO Pure 
Chemical, Osaka, Japan, 終濃度 4.5 g/L) を添加して用いた。 
 
５－４．細胞生存率の評価 
 細胞生存率はMTT法を用いて評価した。被験化合物は全て dimethyl sulfoxide
（DMSO）で溶解させて用いた。PANC-1 細胞を 96-well プレートに 1.0 × 104 
cells/well の密度で播種し、24 時間の前培養を行った。前培養終了後、培養上清
を捨てて、200 µL の PBSで洗浄を 2回行った。洗浄後、種々の濃度の被験化合
物を溶解させた通常培地（DMEM）または栄養飢餓培地（NDM）を最終的な量
が 200 µL/well となるように添加して、インキュベーター内で培養を行った。24 
時間または 72 時間の培養終了後、PBS で 2.0 mL/mg となるように調製した 
MTT（Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）を各 well に 20 µL 加えて、イン
キュベーター内で 4 時間 呈色反応をさせた。反応終了後、培養上清を吸引除去
し、DMSOを 200 µL/well 加えてピペッティングを行い、生成したホルマザンの
結晶を溶解させた。540 nm における吸光度は、FilterMAX F5（Molecular Devices, 
San Jose, CA, USA）を用いて測定した。 
 各測定点におけるコントロールを生存率 100 %としたとき、サンプル処置群の
細胞生存率は以下の式に基づいて算出した。 
細胞生存率 [%] = [(A サンプル − A ブランク)/(A コントロール − A ブランク)] × 100 
 上式において、Aは 540 nm における吸光度を、添字はそれぞれがサンプル添
加、コントロール、あるいはブランクの吸光度であることを示している。測定




 PANC-1細胞を 6-well プレートに 2.0 × 105 cells/well の密度で播種し、24 時
間前培養を行なった。前培養終了後 PBS で洗浄し、アゾベンゼン誘導体を溶解
させた通常培地（DMEM）または栄養飢餓培地（NDM）を添加して 24 時間培
養した後、trypsin-EDTA (FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) を用いて
回収した。回収後、2 %の BSを含む PBS（PBS-BS）で 2回洗浄を行った。その
後、−20 °Cで予冷した70 % ethanol（FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan）
を加えて、−20 °Cで一晩固定した。固定した細胞は、PBS-BSで 2回洗浄を行い、
0.25 mg/mL RNase（Nacalai Tesque Inc, Kyoto, Japan）溶液で再懸濁の後、37 °C
で 15 分反応させた。反応終了後、propidium iodide (PI; FUJIFILM Wako Pure 
Chemical, Osaka, Japan) を終濃度が 50 µg/mLとなるように加え、4 °C、遮光条
件下で 30分染色した。染色終了後、サンプルは測定直前に 35 µm ナイロンメッ
シュ（Corning, NY, USA）を通して測定に供した。測定および解析は FACS 

















 本研究を遂行するにあたり、長きにわたりご指導いただきました足立 伊佐雄 
前教授ならびに加藤 敦 教授に心より感謝いたします。本研究で使用した化合
物をご提供いただいた石川 文博 博士（株式会社伏見製薬所）ならびに今堀 龍
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